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摘要 : 为 了 快速 鉴别 饲料 中 的 狐狸 、 水 狠 、 铬 子 和 狗 源 性 成 分 ， 根 据 线 粒 体 16S rDNA 种 间 
保守 序列 ,设计 合成 针对 狐狸 、 水 铬 、 铬 子 和 狗 的 特异 性 引物 和 探 针 ， 通 过 对 荧光 PCR 反应 
体系 和 反应 条 件 的 优化 筛选 , 建立 了 多 重 实时 荧光 PCR 方法 , 在 同一 PCR 反应 体系 中 可 以 同 
时 完成 4 种 动物 源 性 成 分 检测 。 通 过 对 15 种 其 他 物种 的 源 性 成 分 的 检测 ， 结 果 表 明 本 试验 
设计 的 引物 和 探 针 具有 很 好 的 物种 特异 性 ， 且 灵敏 度 高 ， 狐 狸 、 水 有 铬 、 络 子 和 狗 的 DNA 检 出 
限 为 0.01ng。 对 40 份 样品 检测 ， 其 中 5 份 检测 出 骆 子 、 狐 狸 和 水 貂 源 性 成 分 。 结 果 表 明 ， 
该 方法 可 以 有 效 的 鉴别 出 饲料 中 狐狸 、 水 狠 、 铬 子 和 狗 源 性 成 分 ， 同 时 适用 于 相关 动物 产品 
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Abstract: In order to identify the fox, mink, raccoon and dog-derived components in feed, the 
specific primers and probes for fox, mink, raccoon and dog were designed and synthesized 
according to the conserved sequence of mitochondrial 16S rDNA. Fluorescent PCR reaction 
system and reaction conditions were optimized. A number of real - time fluorescent PCR methods 
were established. Four kinds of animal - derived components were detected in the same PCR 
reaction system. The developed method could successfully detect four kinds of animal derived 
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materials including fox, mink, raccoon and dog in the same reaction. Through the detection of the 
source components of 15 other species, the results showed that the primers and probes designed in 
this experiment had good species specificity. The method has high sensitivity, fox, mink, raccoon 
and dog DNA detection limit of 0.01ng. Of the 40 samples tested, 5 of them detected raccoon, fox 
and mink-derived ingredients. The results showed that the method has high specificity and 
sensitivity. It could effectively identify the fox, mink, raccoon and dog - derived components in 
the feed, and it was suitable for the related animal products. 

Keywords: mitochondrial 16S rRNA; Multiple real-time fluorescent PCR; fox, mink, raccoon and 
dog derived materials 


饲料 安全 隐患 问题 与 动物 生产 、 环 境 污 染 、 和 人 类 健康 密切 相关 ， 已 成 为 全 
球 性 关注 的 热点 问题 中。2014 年 ， 据 农业 部 统计 数据 ， 在 我 国 北方 河北 、 山 东 、 
山西 等 地 ， 狐狸、 水 狠 、 禾 子 及 肉 狗 的 年 饲养 量 大 约 为 10000 万 只 。 这 些 动物 毛 
皮 由 于 其 保暖 性 好 被 用 作 名 贵 衣服 的 原料 ,但 这 些 动物 的 肉 类 去 向 不 明 ， 据 报道 
这 些 肉 被 不 法 商贩 大 量 低 价 收购 , 挫 假 到 价格 较 高 的 肉 里 ,最 有 可 能 掺 入 到 羊肉 、 
牛肉 或 驴 肉 中 去 ， 经 加 工 制 成 肉 卷 、 肉 串 、 香 肠 等 流通 到 市 场 ， 另 外 内 脏 骨 头等 
下 脚 料 可 能 掺 入 到 动物 饲料 原料 肉 骨 粉 中 。 而 骆 子 、 狐 狸 、 水 貂 和 狗 本 身 是 杂食 
性 动物 ， 既 吃 动物 性 饲料 也 吃 植 物性 饲料 ， 但 他 们 尤其 喜好 动物 性 饲料 ， 熟 制 的 
症 猪 肉 、 用 鼠 夹 和 鼠 笼 扑 捉 的 鼠 肉 、 免 肉 及 其 下 脚 料 、 熟 制 的 狗肉 等 ， 都 是 犬 科 
动物 的 极 好 动物 性 饲料 。 狐 狸 、 铬 子 、 水 貂 作 为 皮毛 经 济 动物 ， 养 殖 过 程 中 有 时 
需要 添加 激素 类 饲料 ,并 且 要 定期 注射 一 些 抗生素 药品 ,因此 体内 常 残留 超标 的 
激素 和 抗生素 ， 故 这 些 皮毛 动物 不 能 作为 人 类 常用 肉 类 供 人 食用 。 这 种 假冒 制品 
由 于 可 能 含有 激素 抗生素 超标 最 终 进 入 食物 链 不 仅 危害 人 类 健康 , 严重 损害 了 消 
费 者 的 利益 。 此 外 ， 为 防止 疯牛病 、 痒 病 的 传播 ， 包 括 我 国 在 内 的 欧盟 、 美 国 等 
很 多 国家 先后 颁布 多 个 法 规 , 规定 禁止 在 反刍 动物 饲料 中 添加 以 哺乳 类 动物 为 原 
料 的 动物 性 饲料 产品 , 以 有 效 防止 哺乳 动物 的 病原 体 从 动物 传染 到 别 的 动物 和 人 
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目前 ， 饲 料 中 动物 源 性 成 分 鉴别 的 主要 方法 有 化 学 、 色 谱 层 析 、 免 疫 学 和 分 
子 生物 学 方法 ， 但 每 种 方法 都 有 一 定 的 局 限 性 69。 利用 常规 PCR 检测 饲料 中 的 
动物 源 性 成 分 是 近 些 年 常用 的 方法 S771。 而 与 常规 PCR 相 比 ,实时 荧光 PCR 法 以 
其 操作 简便 、 灵 敏 、 特 异 、 快 速 、 重 复 性 好 、 定 量 准确 、 闭 管 反应 等 优点 ， 得 到 
国内 外 研究 者 的 普遍 认可 ， 成 为 检测 的 重要 工具 3。 利用 实时 荧光 PCR 检测 饲 
料 中 动物 源 性 成 分 报道 较 多 的 主要 集中 于 鸡 、 鸭 、 鹅 、 牛 、 羊 、 马 属 、 猪 、 猫 及 
鱼 骨粉 。Safdar M 等 0 利用 SYBER Green 荧光 PCR 法 可 检测 到 牛 和 家 禽 的 灵 


敏 度 达到 0.00196. Dalmasso A 等 00 利 用 多 重 PCR 检测 到 饲料 中 反刍 动物 、 家 
禽 、 鱼 和 猪 源 性 成 分 。 刘 彦 泓 等 (3 和 汪 永 信 等 5] 均 报道 了 利用 实时 荧光 PCR 
检测 饲料 和 食品 中 的 鸡 源 性 成 分 。 高 延 玲 等 9 和 魏 战 勇 等 (5 报道 了 反 铂 动物 饲 
料 产 品 和 动物 源 性 饲料 产品 中 牛 羊 源 成 分 检测 ， 陈 颖 等 19 利用 PCR 检测 到 了 饲 
料 中 马 属 源 性 成 分 。 肉 骨粉 中 挫 假 较 多 的 鱼 类 源 性 成 分 利用 PCR 技术 也 被 检测 
(71。 李 通 等 5 利用 PCR EWT RE GR I g 的 源 性 成 分 。 而 利用 多 重 实 
时 荧光 PCR 同时 检测 狐狸 、 水 和 貂 、 骆 子 和 狗 源 性 成 分 未 见 相 关 报道 。 目 前 对 饲 
料 和 肉 骨粉 中 动物 源 性 的 荣光 定量 PCR 检测 研究 均 缺 乏 阳性 扩 增 内 标 CInternal 
Amplification Control, IAC) 对 反应 体系 进行 监控 ， 无 法 避免 由 反应 抑制 因素 而 
造成 假 阴性 结果 的 产生 ， 导 致 检测 结果 不 准确 。 当 前 ,在 国际 上 添加 有 外 源 扩 增 
内 标的 饲料 和 肉 骨 粉 中 动物 源 性 多 重 荧光 定量 PCR 检测 方法 还 是 空白 。 因 此 ， 
建立 有 外 源 扩 增 内 标 并 针对 饲料 或 肉 骨 粉 中 狐狸 、 水 貂 、 铬 子 和 狗 源 性 成 分 的 多 
重 菊 光 定量 PCR 检测 方法 ， 对 饲料 安全 和 食品 安全 的 快速 监管 具有 重要 的 创新 
实践 意义 。 

本 试验 应 用 实时 荧光 定量 PCR 技术 及 核酸 DNA 分 子 标记 技术 ,采用 多 重 多 
ERIE PCR 检测 体系 ， 根 据 线粒体 16S rRNA 基因 高 度 保守 区 域 设计 通用 引物 ， 
根据 可 变 区 序列 设计 狐狸 、 水 貂 、 铬 子 和 狗 4 种 动物 源 性 的 特异 性 探 针 ; 建立 并 
完善 多 重 实时 荧光 PCR 体系 和 扩 增 条 件 ， 实 现 一 管 PCR 反应 可 同时 检测 狐狸 、 
IKE S8 FRU 4 种 动物 源 性 成 分 的 定性 检测 。 

1 材料 与 方法 
1.1 供 试 材料 

JOEA KEA TARKA FURRA, 狗肉 、 生 牛肉 、 生 绵羊 肉 、 
生猪 肉 、 生 山羊 肉 、 生 免 肉 、 生 鸭 肉 、 生 鸡肉 、 生 禾 肉 、 生 鱼肉 、 玉 米 、 小 麦 等 
购 于 济南 市 农贸 市 场 。 

饲料 肉 骨粉 : 鸡肉 粉 10 份 ， 猪 肉 粉 15 份 ， 猪 水 解 蛋 白粉 5 (9, 9933 6 份 ， 
进口 鸡肉 粉 4 份 等 均 来 自 于 某 些 生产 三 家。 

1. 2 试剂 与 仪器 

动物 组 织 提 取 试 剂 盒 为 OMEGA 品牌 。TaqTM Hot Star Version. 热 启 动 酶 、 

dNTPs 等 PCR 反应 试剂 购 自 宝生 物 工 程 (KE) 有 限 公 司 。 引 物 与 探 针 由 生 工 


生物 工程 (上海 ) 有 限 公 司 负责 合成 。2X TagMan Master Mix 为 DBI Bioscience 
品牌 。 DNA 测序 由 山东 省 农业 科学 院 生物 技术 研究 中 心 测序 中 心 完成 。 

ABI 7500 荧光 定量 PCR 仪 为 ABI 公 司 产品 , Takara PCR 仪 为 宝生 物 工 程 ( 大 
E) 有 限 公 司 产品 ，5$424 D 型 高 速 离心 机 为 Eppendorf 公司 产品 ， 凝 胶 成 像 仪 为 
BIO-RAD 公司 产品 。 
1. 3 方法 
1.3.1 引物 与 探 针 的 设计 

JM NCBI 数据 库 中 分 别 下 载 狐狸 、 水 貂 、 铬 子 和 狗 的 线粒体 16S rRNA. 基因 
序列 ， 应 用 同 源 分 析 工 具 Mega5.0 软件 进行 同 源 性 比 对 ， 利 用 引物 设计 软件 
Primer 5.0 根据 筛选 出 的 核心 片段 两 端 相 似 序列 设计 一 对 通用 引物 ， 使 用 
Primer3.0 设计 TagMan 特异 探 针 , 在 NCBI 数据 库 中 BLAST 探 针 和 引物 的 特异 
性 ， 分 别 采用 5 种 不 同 发 光 基 团 如 FAM，JOE，CY3，CY5，ROX 对 各 个 探 针 
的 5” 端 进行 荧光 素 修 饰 , 3” 端的 济 灭 基 团 用 TAMRA 或 BHQI 或 BHQ2 修饰 。 

表 1 狐狸 、 水 狠 、 铬 子 和 狗 源 性 成 分 的 引物 与 探 针 序 列 


Tablel Primer and Proble Sequence of Fox, Mink, Racoon and Dog 


引物 名 称 引物 与 探 针 序列 扩 增 长 度 
Primer name Primer and Proble Sequence Size (bp) 
线粒体 16S TRNA 基因 通用 引物 上 游 引 物 : MtUF: 5' CTTCCCGTGAAGAGGCGGGAATAC 3' 152 
Universal primers of mitochondrial 16S 下 游 引 物 : MtUR: 5' TCCGAGGTCACCCCAACCTAAA 3' 

rRNA 

TT ERHAREEONYP) 5' JOE-CTTTAATTACTTAACCCAAATTTATGGCCAA-BHQ2 3’ 


Specific probe of raccoon 


水 貂 特异 探 针 (CSD-P) 5' CY3-CCCATAATAATTTATAAACTCACCTACCAGGTCTAA-BHQ2 


Specific probe of mink 


狐狸 特异 探 针 (H-P) 5’ FAM-TTAGCCCAAACCCATGAAATCCAAACCCCT-BHQI 3° 


Specific probe of fox 


狗 特异 探 针 (CLF) 5’ ROX-CTAACCCAAACTTATGGATACTAGATACCTACA-BHQ2 3' 


Specific probe of dog 


内 标 探 针 (IMP) 5'CY5-AAGTACGCTCCATTGGTGACCTCA-BHQ2 3' 


Internal standard probe 


内 标 序列 CTTCCCGTGAAGAGGCGGGAATACAGCACGCCGTAAGCTTAACCT 107 


GACGCTAGTAGGCAAGTACGCTCCATTGGTGACCTCATTTTTTAGG 
Internal standard sequence 


TTGGGGTGACCTCGGA 


1.8.2 ”阳性 扩 增 内 标 DNA 重组 质粒 的 构建 

使 用 随机 序列 DNA 生成 工具 DNAux3.0 产生 一 段 DNA 序列 09， 在 NCBI 
中 BLAST 无 与 之 同 源 的 DNA 片段 ， 在 这 上 段 随 机 DNA 序列 上 下 游 分 别 连接 上 4 
种 犬 科 动物 源 性 的 通用 扩 增 引物 序列 〈 上 游 为 原 序列 ， 下 游 为 反 向 互补 序列 ) ， 
从 而 形成 107 bp 的 阳性 扩 增 内 标 DNA 序列 , 将 这 段 扩 增 内 标 序列 委托 人 工 基因 
合成 ， 合 成 片段 连接 到 PMD18-T 载体 上 ， 转 化 感受 态 DH5-a， 质 粒 提取 ， 利 用 
ABI3730XL 测序 仪 对 重组 质粒 进行 测序 验证 ， 结 果 与 目的 片段 一 致 。 
1.3.3 ”样品 DNA 的 提取 

待 测 样本 50 g 研磨 充分 混 匀 , 取 50 mg 进行 DNA 提取 ， 可 用 动物 组 织 提 取 
试剂 盒 提 取 DNA, 也 可 用 经 典 手 提 法 (参照 分 子 克 隆 手册 动物 组 织 DNA. 提取 方 
法 )。Nanodrop 核酸 检测 仪 检测 提取 DNA 浓度 和 纯度 , 要 求 浓 度 在 1~20 ng uL, 
OD 值 1.7-1.8 之 间 。 
13.4 目的 基因 的 扩 增 及 标准 品 的 构建 

以 狐狸 、 水 貂 、 铬 子 和 狗 为 模板 使 用 MtUF/ MtUR 引物 对 进行 PCR 扩 增 ， 
条 件 95C3 min; 95C30S，58C30S，72C45S，35 个 循环 ， 将 4 种 动物 源 性 
PCR 产物 分 别 切 胶 回 收 后 ， 连 接 到 PMD18-T Vector， 将 连接 子 转化 到 DH5 a 感 
受 态 细胞 中 ， 涂 板 过 夜 培养 ， 挑 取 单 克隆 ，PCR 酶 切 验证 阳性 克隆 子 ， 对 克隆 
子 测序 进一步 确认 目的 基因 狐狸 、 水 铬 、 禾 子 和 狗 源 性 成 分 。 
1.3.5 ZERK PCR 检测 方法 的 建立 

单 重 荧 光 PCR 检测 方法 的 建立 ， 通 过 对 单一 荧光 定量 PCR. 反应 体系 中 的 
dNTPs, Taq 酶 用 量 、 引 物 浓度 、 探 针 浓度 和 退火 温度 的 优化 ， 建 立 了 狐狸 、 水 


Ja TIIE REE PCR 方法 。 其 中 上 下 游 引物 以 1.0. 2.0. 5.0. 10.0 
u mol/L 为 浓度 梯度 ， 探 针 浓度 在 1.0 u mol/L-5.0 u mol/L 之 间 ， 以 1.0 u mol/L 
梯度 递增 ， 每 个 浓度 梯度 做 5 个 平行 样 ， 使 用 ABI7500 定量 PCR 仪器 ，PCR 反 
应 条 件 : 95'C30 S 预 变 性 ，95'C10 S，58'C 34S (收集 荧光 信号 ) ，40 个 循环 。 
对 所 得 的 每 个 浓度 梯度 的 循环 阔 值 (Cycle threshold. Ct) 进行 比较 ， 每 次 试验 
采用 等 量 模板 ， 每 个 反应 条 件 重复 试验 3 次 ， 以 产生 ct 值 最 小 、 荧 光 信 和 号 强度 
最 高 和 Ct 值 标准 偏差 最 小 综合 指数 最 高 为 依据 对 引物 浓度 进行 优化 选择 。 在 体 
系 中 引物 和 探 针 浓 度 优化 后 将 退火 温度 设置 为 56-64C 以 2C 为 一 个 梯度 ， 共 5 
个 退火 温度 进行 实时 交 光 定量 PCR 扩 增 , 同一 模板 5 个 平行 样 的 3 次 重复 试验 ， 
对 扩 增 所 得 数据 进行 分 析 ， 除 了 以 产生 Ct 值 最 小 、 荧 光 信 和 号 强度 最 高 和 Ct 值 标 
准 偏差 最 小 综合 指数 最 高 为 依据 外 , 还 要 考虑 既 保 证 扩 增 效率 的 同时 又 要 确保 探 
针 的 特异 性 等 条 件 ， 最 终 确立 最 佳 的 退火 温度 。 

多 重 实时 荧光 PCR 检测 方法 的 建立 : 在 单一 荧光 PCR 建立 的 最 优 体系 和 确 
保 试 验 特 异性 及 稳定 性 的 基础 上 , 在 同一 反应 体系 中 加 入 狐狸 、 水 貂 、 骆 子 和 狗 
4 种 犬 科 动 物 的 通用 引物 和 特异 探 针 以 及 阳性 内 标 探 针 及 内 标 质粒 DNA， 并 根 
HBE CR Ct 值 ) 和 荧光 增 量 ， 对 各 引物 、 探 针 浓度 及 循环 参数 进行 优化 ， 确 
定 多 重 实时 荧光 PCR 检测 体系 和 方法 。 
1.3.6 多 重 实时 荣光 PCR 特异 性 试验 

分 别 从 狐狸 肉 、 水 狠 肉 、 散 子 肉 、 狗 肉 、 生 牛肉 、 生 绵羊 肉 、 生 山羊 肉 、 骆 
EA EA ERA ERBA, EIA ERBA EAA EX hæt 
基因 组 DNA 为 模板 ， 按 照 上 述 优化 的 反应 体系 和 反应 条 件 进 行 获 光 定 量 PCR， 
检测 引物 和 探 针 的 特异 性 。 
1.3.7 多 重 实 时 荧光 PCR 灵敏 度 试验 

使 用 动物 组 织 提 取 试 剂 盒 提取 狐狸 肉 、 水 貂 肉 、 骆 子 肉 和 狗肉 基因 组 DNA, 
用 紫外 分 光 光 度 计 定 量 到 10 ng/uEL， 按 照 10 倍 梯度 逐 级 稀释 C107, 102, 105, 
104) ， 每 个 梯度 均 取 2.0 LL 为 模板 量 ， 按 照 1.3.6 优化 后 的 多 重 PCR 反应 体系 
和 反应 条 件 通过 分 别 检测 狐狸 、 水 貂 、 铬 子 和 狗 的 不 同 DNA. 浓度 的 模板 以 评价 
方法 的 灵敏 度 。 将 每 组 检测 设立 3 个 平行 样 ， 每 个 样品 重复 3 次 , 每 次 试验 的 结 
果 一 致 才能 确定 该 方法 的 检测 限 灵 敏 度 , 通过 5 次 试验 , 分 析 同 一 个 样本 的 方差 


Um 
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来 评价 多 重 荧光 定量 PCR 方法 的 再 现 性 及 重复 性 
1..8 ”样品 检测 

利用 建立 的 多 重 实时 荧光 PCR 检测 方法 对 市 售 鸡 肉 粉 10 份 , 猪肉 粉 12 份 ， 
猪 水 解 蛋 白粉 5 份 ， 鸭 粉 6 份 ， 鱼 粉 3 份 ， 进 口 鸡 肉 粉 4 份 ， 不 同 厂家 共 40 份 
ER, HITT IAE KIERA 4 种 源 性 成 分 ， 以 验证 方法 的 使 用 价值 。 
2 结果 
2.1 通用 引物 单一 动物 PCR 扩 增 结果 及 单 重 荧光 PCR. 检测 方法 的 建立 

使 用 一 对 通用 引物 MtUF/R 分 别 扩 增 狐狸 、 水 貂 、 铬 子 和 狗 的 基因 组 DNA, 
引物 的 退火 温度 在 58'C; 其 扩 增 目的 片段 大 小 均 为 152bp, DNA 测序 结果 表明 ， 
荧光 PCR 阳性 扩 增 产物 的 序列 分 别 和 预期 序列 一 致 (图 1) ， 分 别 确定 狐狸 、 
水 貂 、 骆 子 和 狗 的 源 性 成 分 。 以 狐狸 、 水 貂 、 铬 子 和 狗 为 研究 对 象 ， 反 应 体系 设 
定 为 20 u L, 2X TaqmanMaster mix 10.0 u L, 对 dNTPs, Taq 酶 用 量 、 引 物 浓度 、 
探 针 浓度 和 退火 温度 的 优化 。 确 定 最 佳 引物 浓度 为 5.0unmoyL， 图 2A-D。 狐 狸 、 
水 锋 、 禾 子 、 狗 和 内 标 质 控 探 针 的 终 浓 度 分 别 为 5.0 u mol/L, 5.0 u mol/L, 0.2 
Hmol/L，0.1 u mol/L 和 1.0 u mol/L. PCR 反应 最 佳 反应 条 件 为 : 95'C 3 min; 
(95'C 10s; 60'C 35 S1 40 个 循环 ， 在 此 收集 信和 号 。 


* Position: 22 455 bp 


330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 
t Li 
P Translate D Consensus 


wFÀ06 HU-M-MC869.abl(7»447)— 


狐狸 


wFB06 HU-M-368.abl(20»444) 一 
BAM 


Position: 1 220 bp 
^ 

E 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 

2 Li 
& | P Translate P Consensus TCACCCCAACCTAAATTGTTAACCCATAATAATGGTAGTATTITATGCCTGGTAGGTGGGTGTTGGCCATAAATTTGGGTTAAGTAATTAAAGTCCAAG 
wFÀÜ2 DIAO-U-UNVIF.abl(1»202) €— 


" DNA Met tlt 


CACCCCAACCTAAATTGTTAACCCATAATAATGGTAGTATTTTATGC CTGGTAGGTO > 


Manne N a tua 


CACCCCAACCTAAATTGTTAACCCATAATAATGGTAGTATTTTATGCCTGGTAGGTGGGTGTTGGCCATAAATTTGGGTTAAGTAATTAAAGTCCAAG® 


«1 v B02 DIA0-U-UNVIR.abl(11»204)—* 


Position: 1 450 bp 


300 310 320 i 330 A 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 


[E^ ewe al Li ali Pe NM Dl "m Tl "m Tl 2 Ls, 
| P Translate D Consensus ATATCATTAGTCTTATTTTCACCAGACCTATTAGGAGACCCAGACAACTATATCCCCGCAAACCCTCTCAGCACCCCTCCACATATCAAACCCGAATGATACTTCCTATTCGCCTACGCCATCCTACGATCAAT 


wFÀ04 HE-M-MC869.abl(3»447)—— 


T Ivan | A tay 


ITATCATTAGTCTTATTTTCACCAGACCTATTAGGAGACCCAGACAACTATATCCCCGCAAACCCTCTCAGCACCCCTCCACATATCAAACCCGAATGATACT® 
*FB04 HE-M-368.abl(16»448) 一 


bM NV lwo yea va AAAA 
virt hin uev Up eet MUT OO Pah Moshe DAES Ast T E ud SEE MP ELT 
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* Position: 1 192 bp 
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 
il 
A [2 Translate [2 Consensus TTTATATTCCGAGGTCACCCCAACCTAAATTGCTAACTCATAATAATGGTGTTATGTTATGCCTTGTAGGTATCTAGTATCCATAAGTTGGGTTAGT 


w 606 GOG-UNVEF.abl(15»211)— 


7] 


S 


图 1 Jm. Kn. S&-Y RUfRJU Fx zi 


Figl. Sequence results of fox, mink, raccoon and dog 
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图 2 狐狸、 水貂 、 铬 子 和 狗 引 物 浓度 优化 实验 


Fig2. Primer concentration detection of fox, mink, raccoon and dog 
2.2 多 重 荧光 PCR 检测 方法 的 建立 
通过 对 4 种 动物 源 性 引物 浓度 的 优化 试验 发 现 随 着 探 针 用 量 的 增加 , 荧光 阔 
值 信号 逐渐 增强 ， 但 引物 浓度 达到 一 定 程度 后 信号 基本 不 再 改变 ， 如 图 2A-D， 
因此 确定 最 佳 引 物 浓度 为 Su molyL 。 通 过 探 针 浓 度 梯 度 优化 ， 总 反应 体系 为 
20uL, ff 2X TaqmanMaster mix 10.0 u L, Primer Mix (2 Mmol/L) 2.0 uL, 


Probe Mix (2 Mmol/L) 2.0 uL, IAC DNA (1.0pg/ uL) 1.0 uL, DNA Template 
(1-20 ng/ nL)2.0 u L, ddH20 30 L, PCR 体系 见 表 2。 反 应 条 件 为 : 95'C 10 min; 
45 个 循环 ，95'C10s，58'C 35s， 在 此 收集 荧光 信号 。 待 测 样 本 检测 结果 判定 : 
在 同时 进行 的 空白 、 阳 性 对 照 实验 结果 正常 的 情况 下 , 被 检测 样品 应 有 相应 荧光 
童 号 检 出 ， 且 相应 荧光 通道 出 现 明 显 的 扩 增 曲线 ，Ct 值 <35， 说 明 DNA 提取 是 
有 效 的 。 


de 2 狐狸 、 水 貂 、 骆 子 和 狗 多 重 实时 荧光 PCR 体系 


Table 2 fox, mink, raccoon and dog multiple real-time PCR system 


试剂 名 称 组 分 名 称 加 量 〈hL) 终 浓度 
2xTaqManMaster Mix 10 1x 
10x Primer Mix MtUF F/ MtUF R 2 0. 50 uM 
10x Probe Mix KE 
0.25 uM 
SD-P(CY3) 
狐狸 
0.025uM 
H-P(FAM) 
$T 2 
0.025 uM 
NYP-(JOE) 
狗 
0.10uM 
CLF(ROX) 
内 标 (CY5) 0.025 uM 
内 标 质 粒 1 lpg/uL 
DNA 模板 2 1~50ng/uL 
ddH;O 3 


2.3 多 重 荧光 PCR 特异 性 试验 
按照 1.3.8 的 方法 针对 狐狸 、 水 貂 、 骆 子 和 狗 的 引物 和 探 针 进行 特异 性 检测 ， 

当 只 有 FAM 痰 光 检 出 时 , E Ct 值 <35， 不 管 CY5 荧光 信号 内 标 质 控 是 否 被 检 出 
(如 果 检 测 样品 的 浓度 高 会 抑制 Internal Control DNA 的 扩 增 ) ， 则 可 视 为 含 狐 
狸 成 分 〈 图 3A) ;， 当 只 有 CY3 荧光 被 检 出 时 ， 且 Ct 值 <35， 不 管 CY5 荧光 信 
号 内 标 质 控 是 否 被 检 出 ， 则 可 视 为 含水 狠 源 成 分 (图 3B) ; 当 只 有 JOE KIA 
检 出 时 ， 且 Ct 值 <35， 不管 CY5 严 光 信号 内 标 质 控 是 否 被 检 出 ， 则 可 视 为 含 车 
子 成 分 〈 见 图 3C) ; 当 只 有 ROX 荧光 被 检 出 时 ， 且 Ct 值 <35， 不 管 CYS 荧光 
信号 内 标 质 挖 是 否 被 检 出 , 则 可 视 为 含 狗 源 成 分 (图 3D) ; 当 只 有 CYS 菊 光 被 
检 出 时 ， 且 Ct 值 <35， 未 检 出 狐狸 、 水 铬 、 和 车 子 和 狗 的 源 性 成 分 则 为 阴性 (图 
3E) 。 另 外 ， 通 过 表 3 可 以 看 出 ， 狐 狸 、 水 狠 、 铬 子 和 狗 均 有 Ct 值 ， 而 其 他 样 


4 


4 
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本 没有 扩 增 。 综 上 表明 ， 狐 狸 、 骆 子 、 水 貂 和 狗 的 引物 和 探 针 有 具有 很 好 的 物种 特 


异性 。 
de 3 狐狸 、 水 貂 、 略 子 和 狗 的 引物 及 探 针 特 异性 试验 
Table 3 Primer and Proble specificity detection of fox, mink, raccoon and dog 
物种 荧光 定量 PCR 检测 Ct 值 
Species Ct valus of real-time PCR 
狐狸 (FAM) jtf (OE) zka (CY3) 狗 (ROX) 内 标 (CY5) 
Fox(FAM) Raccoon(JOE) Mink(CY3) Dog(ROX) Internal standard(CY 5) 
ST N 24.627-0.05 N N 31.26+0.02 
Raccoon 
狐狸 28.35+0.02 N N N 30.59+0.05 
Fox 
zd N N 28.2140.04 N 29.56+0.05 
Mink 
狗 N N N 27.59+0.04 29.42+0.04 
Dog 
牛 N N N N 27.60+0.02 
Bovine 
绵羊 N N N N 28.89+0.04 
Sheep 
山羊 N N N N 27.21*0.04 
Goat 
猪 N N N N 26.32+0.04 
Pig 
免 N N N N 27.49*0.04 
Rabbit 
T5 N N N N 23.14-40.04 
Duck 
X8 N N N N 27.28*0.04 


201711.02720v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


Chicken 
Eu N N N N 24.21+0.04 
Goose 
鱼 N N N N 26.96--0.04 
Fish 
玉米 N N N N 26.53+0.04 
Corn 
小 麦 N N N N 25.32+0.04 
Wheat 
GE: N 代表 Negative， 阴 性 。) 
Amplification Plot Amplification Plot 
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3 狐狸 、 水 貂 、 铬 子 、 狗 和 阴性 对 照 特 异性 扩 增 


线 图 


Fig3. Specific amplification curver of fox, mink, raccoon ,dog and negative control 


2.4 ZERK PCR. 灵敏 度 试验 
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按照 1.3.9 上 述 方法 分 别 对 狐狸 、 水 和 貂 、 骆 子 、 和 狗 DNA 检测 以 考察 引物 
和 探 针 的 灵敏 度 。 分 析 结 果 显 示 : 当 模 板 量 为 0.01 ng 时 , 有 扩 增 曲线 且 Ct 值 <35， 
当 模 板 量 为 0.001 ng 时 ， 有 扩 增 曲线 但 Ct fH 35. ST. IAE, KRA DEEST 
出 限 均 为 0.01ng (图 4A-D) 。 


Amplification Plot Amplification Plot 


€ uge 
LiaLs Eza Eta LE ELI H^ NES EE NOE 


Amplification Plot Amplification Plot 


lees iex 
Cea Eza ECS EE ESI 国内 标 Loza LDCM LE EI. 


图 4 狐狸 、 水 貂 、 铬 子 和 狗 灵敏 度 扩 增 曲线 图 


Fig4. The sensitivity detection of fox, mink, raccoon and dog 

2.5 样品 检测 
对 市 售 鸡肉 粉 10 份 ， 猪 肉 粉 12 份 ， 猪 水 解 蛋 白粉 5 份 ， 鸭 粉 6 份 ， 鱼 粉 3 

份 ， 进 口 鸡肉 粉 4 份 ， 不 同 厂家 共 40 份 样本 ， 采 用 本 试验 所 述 检测 方法 检测 铬 
To JE, KIAIA 4 种 源 性 成 分 ， 以 验证 方法 的 使 用 价值 。 由 表 3 可 见 ， 对 市 
场 上 采购 的 40 份 样品 检测 ， 其 中 5 份 检 测 出 骆 子 、 狐 狸 和 水 稻 源 性 成 分 。 表 明 ， 
此 方法 具有 一 定 的 使 用 价值 。 

表 3 市 售 肉 制品 中 狐狸 、 略 子 、 水 貂 和 狗 源 性 成 分 检测 


Table3 Test results of fox, mink, raccoon and dog derived materials in the commercial meat products 


样品 名 称 荧光 定量 PCR 检测 Ct 值 
Samples name Ct valus of real-time PCR 结果 显示 
狐狸 (FAM) — |f OOE) AK (CY3) 狗 (ROX) 内 标 (CY5) Results 
Fox(FAM) Raccoon(JOE) Mink(CY3) Dog(ROX) Internal standard(CY 5) 
鸡肉 粉 ] Tz th 3s WE 
N 26.23+0.05 N N 30.26+0.02 
Chicken powder 1 成 分 


鸡肉 粉 2 N N N N 28.59+0.05 未 检 出 
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Chicken powder 2 


鸡肉 粉 3 Chicken 


powder 3 


鸡肉 粉 4 Chicken 


powder 4 


鸡肉 粉 5 


Chicken powder 5 


猪肉 粉 1 


Pig powder 


[R 


TOKRES 


粉 1 


Pig-hydrolyzed 


protein powder 


TET 


Duck powder 


qb 2 


Spiced-bovine 


Meat 


qd 3 


Spiced-donkey 


Meat 


鱼粉 1 


Sliced mutton 1 


鱼粉 2 


Sliced mutton 2 


鱼粉 3 


Sliced mutton 3 


[R 


TOKRES 


粉 2 


Pig-hydrolyzed 


26.23+0.05 


27.89 


25.47 


29.32 


29.21+0.04 


29.56+0.02 


29.42+0.05 


27.60+0.03 


28.89+0.04 


27.21+0.04 


26.32+0.04 


27.49+0.04 


23.14+0.04 


27.28+0.04 


24.21+0.04 


26.96+0.04 


28.53+0.04 
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猪肉 粉 2 


N N N N 29.32+0.04 未 检 出 
Pig powder2 


猪肉 粉 3 


N N N N 27.53+0.04 未 检 出 
Pig powder3 


猪肉 粉 4 
N N N N 25.32+0.04 未 检 出 


Pig powder4 


猪肉 粉 5 


N N N N 25.83+0.04 未 检 出 
Pig powder5 


猪肉 粉 6 


N N N N 30.3240.04 未 检 出 
F> Pig powder6 


猪肉 粉 7 


N N N N 29.49+0.04 未 检 出 
Pig powder7 


猪肉 粉 8 


N N N N 27.62+0.04 未 检 出 
Pig powder8 


N 3 讨论 

近年 来 ， 受 饲料 原料 和 饲料 添加 剂 污染 的 食品 曝光 事件 不 断 ， 饲料 及 肉 肯 粉 

© 的 安全 问题 也 成 为 大 家 普遍 关注 的 问题 ， 这 不 仅 关系 到 畜牧 行业 的 健康 稳定 发 

一 RE. 而且 会 间接 危害 到 人 类 的 身体 健康 。 饲料 安全 性 从 根本 上 说 是 动物 源 性 成 分 

© 的 安全 性 。 目前 对 于 饲料 及 其 肉 骨粉 中 动物 源 性 成 分 的 鉴定 主要 是 以 显微镜 为 基 
础 进行 鉴定 、 以 蛋白 质 为 基础 进行 鉴定 、 利 用 高 效 液 相 色谱 技术 鉴定 、 应 用 近 红 
外 光谱 技术 进行 鉴别 及 以 DNA. 为 基础 进行 的 鉴定 。 但 是 这 些 方法 都 有 其 自身 的 
局 限 性 , 而 且 对 于 检测 者 的 经 验 和 样品 的 品质 都 有 一 定 的 要 求 。 随 着 分 子 生物 学 
的 不 断 发 展 , 利用 实时 荧光 PCR 检测 技术 对 于 动物 源 性 成 分 的 检测 日 益 的 广泛 。 
本 研究 建立 的 5 重 多 色 荧光 定量 PCR 反应 能 在 同一 管 中 同 时 检测 狐狸 、 水 狠 、 
SI-T-RUI 4 种 动物 的 源 性 成 分 ， 无需 开 盖 ， 不 易 污染 等 特点 。 通 过 荧光 信号 强度 
和 赣 值 判读 的 结果 直观 、 准 确 ， 一 次 可 进行 96 个 样品 的 检测 ， 具 有 准确 稳定 、 
操作 简单 ， 灵 敏 度 极 高 ， 特 异性 强 ， 通 量 大 等 优势 ， 同 时 能 降低 工作 量 ， 为 饲料 
和 食品 中 动物 源 性 成 分 鉴定 探索 了 新 的 途径 。 


XT S2] USE jp 4) ve 26 PCR 检测 主要 的 是 相关 靶 基 因 的 正确 选择 。 本 试验 
基于 线粒体 基因 组 DNA， 作 为 目标 划 基 因 ， 设 计 水 狠 、 络 子 、 狐 狸 和 狗 的 特异 
探 针 ， 具 有 灵敏 度 高 、 精 确 度 好 、 快 速 、 降 解 小 加工 过 程 中 mDNA 保持 较 完 
整 ) 、 稳 定 容易 操作 等 优势 ,同时 本 研究 通过 设计 人 工 合成 一 段 外 源 性 内 标 质粒 
DNA， 在 体系 中 加 入 特异 性 探 针 并 与 靶 基 因 共 用 一 对 引物 ， 能 有 效 指示 假 阳性 
出 现 ， 同 时 降低 了 多 对 引物 对 于 荧光 PCR. 体系 产生 干扰 的 风险 。 

利用 建立 的 检测 方法 对 抽样 的 40 份 市 售 饲料 原料 肉 骨 粉 , 进行 狐狸、 水 狠 、 
St TUR] 4 种 动物 源 性 成 分 检测 , 发 现 其 中 5 份 检测 出 散 子 、 狐 狸 和 水 狠 源 性 成 
分 , 表明 市 场 上 饲料 和 食品 中 掺 假 现象 仍然 存在 ,同时 饲料 安全 监管 仍然 存在 汤 
洞 。 本 研究 所 建立 的 检测 方法 可 以 快速 、 准 确 的 检测 出 狐狸 、 水 貂 、 骆 子 和 狗 的 
源 性 成 分 , 能 够 为 质量 监管 部 门 提供 准确 可 靠 的 技术 支持 , 并 且 可 作为 有 效 防止 
生产 商家 挫 假 检测 的 有 效 手段 。 
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